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21. Rudolf Weber, Bern. — Die Kathepsinaktivität 
im Schwanz von Xenopuslarven während Wachstum 
und Metamorphose 

(Aus dem Zoologischen Institut der Universität Bern.) 


Herrn Prof. A. Portmann in dankbarer Verbundenheit 

zum 60. Gebiirstag gewidmet. 

1. Einleitung. 

Die organische Substanz tierischer Zellen enthält vorwiegend 
Proteine. Infolgedessen müssen Wachstum und Differenzierung 
chemisch als quantative oder qualitative Verschiebungen im 
Bestand der Zellproteine in Erscheinung treten. Die Proteine sind 
aber nicht nur Produkte des Zellstoffwechsels, sondern es besteht 
auch die Möglichkeit, dass sie als Fermente selbst in das Geschehen 
eingreifen. Somit stellt sich die Frage, wie chemische Umsetzungen, 
insbesondere solche von Proteinen, mit morphogenetischen Pro¬ 
zessen verknüpft sind. 

Als vermutliche Werkzeuge der Proteinsynthese in Zellen wer¬ 
den immer wieder die sog. Kathepsine angeführt (z. B. Hauro- 
wiTZ 1950); als solche bezeichnet man intrazelluläre Proteasen, 
die „in vitro“ bei schwach saurer Reaktion Proteine zu Peptiden 
abbauen. Untersuchungen an Amphibienkeimen (Lovtrup 1955, 
Urbani 1955) ergaben eine vorübergehende Zunahme der Kathep¬ 
sinaktivität während der Entwicklung; diese wurde im Sinne einer 
synthetischen Funktion des Kathepsins gedeutet. In entspre¬ 
chender Weise wurden Befunde an regenerierenden Geweben 
(Maver, Greco, L0VTRUP und Dalton 1952) interpretiert. 

Eigene Untersuchungen an regenerierenden Schwanzspitzen von 
XenopusidiVYen ergaben für auswachsende Renenerate eine progres¬ 
sive Abnahme der Kathepsinaktivität (Deuchar, Weber und 


^ Ausgeführt mit teilweiser Unterstützung durch den „Schweizerischen 
Nationalfonds“. 
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Lehmann 1957). Ferner fanden wir bei starker Regenerations¬ 
hemmung durch histostatisch wirkende Stoffe eine beträchtliche 
Zunahme der Kathepsinaktivität (Jensen, Lehmann und Weber 
1956). Diese Befunde sprechen eher für eine proteolytische Funktion 
des Kathepsins. 

Die larvale Entwicklung des Anurenschwanzes bietet nun ideale 
Voraussetzungen, um die Frage der Kathepsinfunktion abzuklären; 
sie zerfällt hinsichtlich der morphogenetischen Prozesse in eine 
Wachstums- und eine Resorptionsphase, was chemisch Aufbau bzw. 
Abbau von Gewebeproteinen bedeutet. Die ersten Versuche mit 
XenopusldiYYQTi (Weber 1957 a) Hessen bereits erkennen, dass sich 
diese morphogenetisch extrem verschiedenen Phasen hinsichtlich der 
Kathepsinaktivität klar unterscheiden. Die vorliegende Mitteilung 
stützt sich auf ein umfangreicheres Material; die vergleichende 
Betrachtung der biochemischen Ergebnisse erlaubt nun eine 
eindeutige funktionelle Interpretation des Kathepsinsystems. 

2. Material und Methoden. 

Die Xenopus\diY-ven wurden in kleinen Gruppen unter optimalen 
Fütterungsbedingungen bei 20° C gehalten. Bei Metamorphosebe¬ 
ginn (Durchbruch der Vorderbeine, Gasche 1944) wurden die 
Larven isoliert und einzeln ohne Futter in glasdestilliertem Wasser 
belassen. 

Da die Entwicklungsdauer bei gegebener Temperatur stark von 
den Fütterungsbedingungen abhängt (Gasche L c.), diente die 
Schwanzlänge (hintere Insertionstelle der Hinterbeine— Schwanz¬ 
spitze) zur Kennzeichnung der Stadien. 

Für die biochemischen Untersuchungen wurden die Schwänze 
auf der Höhe des Afters amputiert und in glasdestillierten Wasser 
homogenisiert (Eiskühlung). 

Die Bestimmung der Kathepsinaktivität erfolgte colorimetrisch 
nach der von Duspiva (1939) ausgearbeiteten Methode (s. auch 
Deuchar, Weber und Lehmann 1. c.); es wurde folgender Ansatz 
verwendet: 10 mm^ Homogenat + 100 mm^ 1% Casein-Harnstofl- 
substrat (pH 4,9). Nach 18 h Inkubation bei 40° C, Fällung mit 
1 cm^ Trichloressigsäure. Das gefällte (nicht gespaltene) Casein 
wird durch Zentrifugierung niedergeschlagen, 1 cm^ des Überste¬ 
henden, mit je 1 cm^ Folinreagens und 13,5% Na 2 C 03 -Lösung 
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versetzt, und hierauf die Spaltprodukte colorimetrisch (780 m (x) 
bestimmt. 

Die Enzymumsatzkurve (Abb. 1) lässt erkennen dass keine 
proportionale Beziehung zwischen Homogenat- bzw. Kathepsin- 
konzentration und Aktivität besteht. Es wurde daher willkürlich 

AA 



Abb. 1. 

Enzymumsatzkurve. 

Die Ordinate stellt die Spaltungswerte (A A = korrigierte Extinktionswerte) 
dar; die Abszisse gibt die Homogenat- bzw. Kathepsinkonzentration in 
willkürlichen „Kathepsin-Einheiten“. Jeder Punkt bedeutet das Mittel aus 
S Ansätzen. 

eine sog. „Kathepsineinheit“ (KE) festgelegt. Die 
gemessenen Spaltungswerte (AA) wurden an Hand der Standard¬ 
kurve in Kathepsineinheiten umgewandelt. Die Genauigkeit der 
Kathepsinbestimmungen beträgt im Mittel ± 0,2 KE. 

Als Mass für die in den Homogenatproben enthaltenen Gewebe¬ 
mengen diente der Gesamtstickstoff (TN), der mittels der Mikro- 
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methode von Boell und Shen (1954) mit einer Genauigkeit von 
± 0,10 (JL g bestimmt werden konnte. 

Bezieht man die KE auf die entsprechende Menge TN, so 
erhält man die sog. „spezifische Aktivität“, welche eine vergleich¬ 
bare Grösse für die durchschnittliche Kathepsinkonzentration im 
Schwanzgewebe darstellt. Ihre Genauigkeit beträgt im Durch¬ 
schnitt ± 0,05 KE/[jLg TN. 

3. Ergebnisse. 

a) Der Gesamtstickstoff in wachsenden und metamorphosierenden 

Schwänzen: 

Während der Wachstumsphase, welche in Abb. 2 die letzten 20 
Tage vor Metamorphosebeginn umfasst, nimmt die Zuwachsrate 
des TN bis zu einer Schwanzlänge von 25 mm ständig zu und bleibt 
dann bis zum Eintritt der Metamorphose konstant. Andererseits 
zeigt die Metamorphosekuve -zeitlich etwa 12 Tage beanspruchend¬ 
einen beinahe linearen Abfall des TN an. Die verhältnismässig 
grosse Streuung der Einzelwerte deutet darauf hin, dass Schwänze 
von gleicher relativer Länge im TN-Wert nicht übereinstimmen 
müssen. Da die Larven ihre Metamorphose bei verschiedener 
Schwanzlänge beginnen (vgl. Abb. 3), ist dies ohne weiteres ver¬ 
ständlich. 



Der Gesamtstickstoff während Wachstum und Abbau des Schwanzes. 

O und • bezeichnen Larven aus verschiedenen Gelegen; Mittelwerte aus 
3 Proben vom gleichen Homogenat. 

Die relativen Schwanzlängen bei metamorphosierenden Larven sind bezogen 
auf die maximale Schwanzlänge = 100% bei Metamorphosebeginn. 

Rev. Suisse de Zool., T. 64, 1957. 
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Es besteht wohl kein Zweifel darüber, dass die Zunahme des 
Gesamtstickstofls eine beträchtliche Produktion von Gewebepro¬ 
teinen (besonders von Muskulatur) anzeigt, während dessen 
Abnahme in der Metamorphose als intensive Proteolyse gedeutet 
werden kann. 

b) Die spezifische Kathepsinaktwität: 

In Abb. 3 fällt zunächst auf, dass die spezifische Kathepsin- 
aktivität beträchtliche Streuungen aufweist. Diese sind sicher zum 
Teil durch die verschiedene Schnittführung bei der Amputation 
verursacht, was infolge der regionalen Unterschiede der Kathepsin- 
aktivität (Benz 1957) ins Gewicht fällt. Nicht auszuschliessen, 
sind Unterschiede im physiologischen Zustand, da z. B. Hunger das 
Kathepsinsystem aktivieren kann (Benz 1. c.). Trotz dieser Kom¬ 
plikationen ergeben sich für die Wachstumsphase zwei Feststel¬ 
lungen: Zunächst erkennt man für die Larven von 12—29 mm 
Schwanzlänge eine fallende Tendenz für die spezifische Kathepsin- 



Abb. 3. 

Die spezifische Käthepsinaktivität in wachsenden Schwänzen. 
Verschiedene Symbole bezeichnen Larven aus verschiedenen Gelegen, wobei 
weisse einzelne Larven und schwarze Mittelwerte von 2—3 Larven be¬ 
deuten. Gestrichelte Symbole beziehen sich auf Larven bei Metamorphose¬ 
beginn. Der schwarze Pfeil markiert die mittlere Schwanzlänge (~ ^max), 
der weisse Pfeil die minimale Schwanzlänge (= SLmin), welche in einer 
Gesamtheit von 49 Larven bei Metamorphosebeginn gemessen wurden. 
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aktivität (b = -0,006915 KE/fxg TN). Weiter erfolgt bei grossen 
(<29 mm SL), noch wachsenden Larven kurz vor Metamorpho¬ 
sebeginn ein Umschlag, indem die spezifische Kathepsinaktivität 
einen markanten Anstieg (b = -f 0,02310 KE/^g TN) aufweist. 
Das Schwanzgewebe wird reicher an Kathepsin, wenn äusserlich 
noch keine Anzeichen der Metamorphose zu erkennen sind. 

Vergleicht man die durchschnittliche Kathepsinaktivität/Ein- 
heit TN von mittelgrossen (SL 15—29 mm) und Vormetamor- 
phose-Larven (SL 29 mm-SLj^g^^)? findet man eine stark gesi¬ 
cherte Differenz (t-Test, P«1 ®/qq). Bei Berücksichtigung der ent¬ 
sprechenden TN-Werte (Abb. 2) erkennt man, dass für wachsende 
Schwänze während der grössten Zunahme des TN (-}- 60%) die 



Abb. 4. 

Die spezifische Kathepsinaktivität in metamorphosierenden Schwänzen. 
Die Symbole bedeuten einzelne Larven; sonst wie Abb. 2. 
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spezifische Kathepsinaktivität abfällt, und dass vor Metamorpho- 
sebeginn bei einer geringeren Zunahme des TN (+ 30%) die spezi¬ 
fische Kathepsinaktivität erheblich zunimmt. 

Während der Schwanzresorption (Metamorphose) steigt die 
spezifische Kathepsinaktivität beinahe exponentiell an (Abb. 4), 
was auf eine beträchtliche Anreicherung von Kathepsin im regre- 
dierenden Schwanzgewebe hinweist. 

c) Der zeitlichen Verlauf der Gesamtaktwität des Kathepsins : 

Um die gesamte Veränderung im Kathepsingehalt darstellen 
zu können, muss auch die wechselnde Schwanzgrösse berück¬ 
sichtigt werden. Abb 5 zeigt den mittleren Kathepsingehalt in 
wachsenden bzw. der Resorption unterliegenden Schwänzen. 
Wesentlich erscheint hier, dass die grösste Zunahme der Gesamt¬ 
aktivität (-f 80%) nicht mit dem grössten Zuwachs an TN zusam¬ 
menfällt, sondern erst gegen Ende der Wachstumsphase (SL 
25 mm-SL erfolgt, wenn der TN nur noch wenig ansteigt. 
Ferner zeichnet sich die Abbauphase durch ein weiteres Ansteigen 
der Kathepsinaktivität aus. Dabei ist zu beachten, dass das beim 
Eintritt der Metamorphose erreichte Aktivitätsniveau beträchtlich 
überschritten und bis weit in die Resorptionsphase hinein beibe¬ 
halten wird. 



0 


Abb. 5. 

Die Gesamtaktivität des Kathepsins im Schwanz während Wachstum 
und Metamorphose. 

Die Werte sind berechnet aus den in Abb. 2, 3 und 4 gegebenen Kurven; sie 
sollen den mittleren Verlauf des Gehaltes an Kathepsin im Schwanzge¬ 
webe während der larvalen Entwicklung zeigen. Die Ordinate gibt relative 
Werte für die Kathepsinaktivität bezogen auf Metamorphosebeginn = 100%. 
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Der Verlauf der Gesamtaktivität im Schwanzgewebe führt 
somit zum zwingenden Schluss, dass das Kathepsinsystem 
funktionell mit der Proteolyse korreliert 
ist. 


4. Schlussbetrachtung. 

Wenn man dem Kathepsinsystem eine proteolytische Funktion 
zuweist, so ergibt sich meines Erachtens kein Widerspruch zu den 
bereits angeführten Befunden von Lovtrup (1. c.) oder Urbani 
(1. c.); denn bei ihren Versuchen an holoblastischen Amphibien¬ 
keimen spielt vermutlich die Umwandlung von Dotterproteinen 
in aktive Plasmaproteine eine erhebliche Rolle. In diesem Falle 
müssen sich Synthese und Abbau überlagern, was für die physio¬ 
logische Deutung der Kathepsinaktivität gewisse Schwierigkeiten 
bereitet. Nach neuesten Befunden von E. M. Deuchar (unpubl.) 
ist die Kathepsinaktivität in Xenopuskeimen (Gastrula bis Schwanz- 
knospenstadium) regional verschieden; sie überwiegt in den ven¬ 
tralen Hälften, die im Vergleich zu den dorsalen bedeutend dotter¬ 
reichere Zellen enthalten. Eine entsprechende Beobachtung liegt 
vor für den Hühnchenkeim, wo am 8. Bruttag im Embryogewebe 
nur 1/12 der im extraembryonalen Entoderm {Dotterresorption 1) 
vorhandenen Proteinaseaktivität gemessen wurde (Borger und 
Peters 1933). 

Wie erklärt sich auf Grund dieser Vorstellungen die hohe 
spezifische Kathepsinaktivität in Schwänzen von jungen bzw. 
Vormetamorphoselarven ? Bekanntlich werden die Proteine in 
stark waschsenden Geweben (embryonale oder auch Regenera¬ 
tionsblasteme) bedeutend rascher umgesetzt als in ausdifferenzier¬ 
ten Geweben (Pollister 1954). Eine erhöhte proteolytische Akti¬ 
vität in jungen Schwänzen wäre somit zu erwarten. Die Abnahme 
der spezifischen Kathepsinaktivität während des Wachstums 
könnte dadurch erklärt werden, dass sich das Verhältnis zwischen 
„inerten Proteinen“ (z. B. Muskulatur) zur aktiven Wachstums¬ 
zone mit hoher Kathepsinaktivität zu Gunsten der ersten verschiebt; 
dafür spricht auch die von Benz (1. c.) nachgewiesene differentielle 
Verteilung der Kathepsinaktivität im Ae7^ö/?^^5schwanz. 

Die Zunahme der Kathepsinaktivität in Vormetamorpho¬ 
sestadien, bei denen histologisch noch keine sichtbaren Anzeichen 
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des Gewebeabbaus festzustellen sind, könnte auf eine physiolo¬ 
gische Umstimmung im Schwanzgewebe hindeuten. Man kann sich 
fragen, ob diese Erscheinung verknüpft sei mit der Etablierung 
der „Kompetenz“ (Needham 1950), womit das Schwanzgewebe die 
Reaktionsbereitschaft gegenüber Metamorphosereizen erreicht. 
Dieses Problem bedarf weiterer Abklärung. 

Die enge Korrelation zwischen Kathepsinaktivität und Pro¬ 
teolyse kommt morphologisch an Metamorphoseschwänzen über¬ 
zeugend zum Ausdruck. In Schnitten beobachtet man, dass das 
im Abbau begriffene Gewebe, insbesondere die Muskulatur, zuneh¬ 
mend von Blutkapillaren besiedelt wird (Abb. 6). Schliesslich 
bleiben als aktives Zellmaterial vorwiegend noch die Blutkör¬ 
perchen in den stark erweiterten Gefässen. Man könnte daher 
vermuten, dass kathepsinreiche Leukocyten (Needham 1. c.) 
wesentlich zur erhöhten Kathepsinaktivität beitragen. 



Abb. 6. 

Der histologische Zustand des Schwanzgewebes. 
aj bei Metamorphosebeginn überwiegt die zentrale Muskulatur, mit starker 
Entwicklung von plasmatischen Strukturen. 
b) Endphase der Metamorphose die im Abbau begriffene Muskulatur ist von 
vielen Blutkapillaren (B) durchsetzt. 

Vergrösserung etwa 580: 1. 
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Endlich bedarf es noch eines Hinweises, dass allen diesen 
Überlegungen die maximal mögliche (= potentielle) Kathepsin- 
aktivität zugrunde liegt, da eben nur diese bestimmt werden kann. 
In der Zelle können hemmende und aktivierende Stoffe (z. B. 
Aminosäuren) die (aktuelle) Aktivität des Kathepsins beeinflussen. 
Orientierende Versuche mittels Papierchromatographie machen 
eine starke Vermehrung von freien Aminosäuren (Glycin, Serin, 
a-Alanin, Glutamin, Tryptophan, Valin und Leucin) wahr¬ 
scheinlich. Ihre Wirkung auf das Kathepsinsystem ist noch unbe¬ 
kannt. Die Befunde zeigen aber, dass sich die im Abbau begriffenen 
Schwänze biochemisch auch in dieser Hinsicht von wachsenden 
deutlich unterscheiden. 

Diese Versuche am Kathepsin führen zur generellen Vermutung, 
dass die biochemische Untersuchung von larvalen Entwicklungs¬ 
gängen, bei welchen Auf- und Abbau am gleichen Organ so klar zu 
Tage treten, eine wertvolle Informationsquelle darstellen, um 
biochemische Vorgänge mit der Morphogenese in Beziehung zu 
bringen. 

SUMMARY. 

The functional signifiance of the catheptic System in tail tissue 
of Xenopus larvae has been studied. Catheptic activity and total 
nitrogen were determined in homogenates of larval tails at different 
stages of growth and resorption. 

Düring tail growth, at the time of greatest increase in total 
nitrogen the specific activity of cathepsin (expressed per unit 
total nitrogen) shows a falling trend. Shortly before the onset 
of metamorphosis, when the tail is still growing and as yet no signs 
of tissue resorption are detectable, the specific activity begins to 
increase, attaining a significantly higher level. 

Düring metamorphosis a further, almost exponential increase 
in specific activity is observed, concomitantly with progressive 
tail resorption (i.e. loss of total nitrogen). 

The total activity, calculated per tail, is highest from the 
beginning of metamorphosis until about 2/3 of the tail are resorbed. 
Hence it is concluded that the catheptic System has a predomin- 
antly proteolytic function. 

The high level of specific activity in pre-metamorphosis larvae 
could reflect a physiological change and might have some relation 
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to the onset of “ competence ” in the tail tissue—i.e. its reactivity 
to metamorphosis Stimuli. 
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